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aF怒heron um 52 25-30 ＋ ＋ nr Malte, fumarte 
刀1ermod 酉ulfolxcterium
comune 34 70(m 出.85) ＋ ＋ nr nr 
mobil お 38 65(m 出．お｝ ＋ ＋ nr nr nr 
D制 lfobulbus
proinc 国 60 28-39 ＋ 十 ÷ 3 nr elongat 出 59 35 ＋  ＋ 十 3 nr 
manus nr 29 ＋  ＋  ＋ 3 nr 20 
D出拘d町
pos 匂atei 4品 28-3 c ＋ nr 7 
hydrogenphilus 45 28-3 c ＋・ ｛＋〉 ＋ nr 20 
lat 凶 4 28-3 c ＋ nr 20 
cuπ1atus 46 28-30 c （＋） ＋ ＋ nr 10 
D四 lfocc 凶
mult 即町a出 57 35 c 十 ＋ ｛＋｝ 3-16 ÷ Phenylacet, 5 
Phenylproiate 
biacuts 56. 37 c ＋ ＋ 3-7 Aceton, acetoacet 
Desulfi 出arcina
匂町出説／is 51 3 c トー’ ＋  ＋ ｛十） 3-14 十 Phenylacet!, 15 
Phenyl proinate 
。酉ulfobacterium
auto 廿ophicum 48 20-6 c ＋時 ＋  ＋ （十） (3ト16 Sucinate 20 
vaεuolatm 45 25-30 c ＋時 ＋ （＋｝ ｛＋） (3)-16 Sucinate 20 
phenoli 四 m 41 28 c ｛十） ｛＋） (4) 十 Phenol， ~cr田ol, 20 
Glutare 
indol 出 47 28 c ｛十） ｛＋｝ (3) In dole 20 
回techolicum 52 28 c ｛＋） ｛＋） ｛十） （＋｝ (3-20) ＋ Cat echo! 
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~Cr目。！， an込ine,
maci 46 29 c 十‘ ＋ ｛＋） (3）噂16 Nicotinate, pimela!, 15 
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maε田tzi 58 35 nr ＋’ ＋ 十 nr nr 
D出ulfonema
limzcola 35 30 c 十時 十 ｛＋｝ 3-14 Sucinate 15 
magnum 42 32 c ｛＋） 与10 ＋ Sucinate 20 
D田ulfomnile
tiedje1 49 37 ( c) ＋神 ｛＋） （十） nr ＋ 与0-Benzoat nr 
Desulfohalob 出m
問tb世n記 57.1 37-40 ＋ サ“ 十 十 nr nr 10(<240) 
D回ulfobtuls
sapo 叩間出 53 34 “ト ふ16 Palmite 
D出ul何rculs
lxla 悶iz もb 35-9 c ｛十｝ (3)-18 Methylburae （込ふ｝
Symbols: c, complety oxidzng typ 匂 i, incomplety oxidzng type; +,utilized;+• ,autorphic growth; (),porly utilzed ；勺not
utilzed; MBA, methoxylad benzoic acids. nr ,not 陀 ported or not detrmin. .D then 仲間zoi 印 mw踊 firstly describ by the 
author in this study. 
硫酸還元菌のエネルギー獲得は、多くの場合基質を酸化する際に放出される還元力［瓦］が電子伝達系を
経て硫酸を還元する反応と共投して起こる（Fig. 1参照）。硫酸還元反応、において、硫酸イオンはまずATP-







Fig. 1. Schem for dismlatory sulfate reduction. Substraes are oxidze to C02 by complety 
type of sulfate 明 ducing bacteria, and are oxidze to acetae and co2 by incomplety oxidzng type of 

















路であるcitrate cyle 15，叩ηおよびCODH 経路.18,19 ）である。このような経路の存在が明らかにされたことにより、
近年硫酸還元茜によるプロピオン酸の分解、基質の二酸化炭素までの完全酸化などの、代謝経路に関する詳
7 
Table 2. Degradtion of proinate and benzoat under anerobic condits SJ. 
A. Aceta-producing r田 ctions
① CH3CH2CO ’＋3Hp → CH3CO ’＋HCO れ 3H2 ＋甘
③ C6HFOO’＋ 7Hp→ 3CH3COO網＋ HC03”＋ 3H2+3H•






ムGσ詰耐135.6 kJ/r 回 ction
ムGσ＝-15.9 kJ I reaction 
①十③ 4CH32co- + 3Hp → 4CH3CO ＋ーHC03 －÷3CH4 ＋日＋ ムぴ＝・102.4 kJ/r 田 ction
①＋③ 4CH32co- + 3SOt→ 4CH3COO伊十 4HC03－十 3HS-+H• ムGσ＝・15.3 kJ/r 回 ction
②＋③ 4C6H5Cαア＋ 19Hp → 12C~coo-+ Hco3- + 3CH4 + 9H+ ムぴ＝-42.8 kJ/reaction 
③＋③ 4C6H5CO が＋3504 2-+ 16H2 0→ 12CH3CO ・＋4HC03- + 3HS- + 9H• ムGσ ＝・97.1 kJ I reaction 
C. Sulfate ャreducing reactions 
4CH32co- + 350／→ 4CH3COO幅十 4HCOれ3HS-+H• ムぴ←15.3 kJ/r 田 ction






































































第二節 ブロピオン酸酸化硫酸還元菌防sulfobu 伽 sproumic MUD の単離とその諸性質
プロピオン酸は嫌気代謝において重要な代謝中間物質であるが、プロピオン酸分解細菌の研究は少ない。



















Table 3. Compsitn of basl medium for sulfate reducing bacteria. 














(1.0 ml fl) 
(1.0 ml /l) 
1.SmM 
Vitamn Solutin 
20 nM of biotn ，ιaminobezc acid, pantohe Ca, 
pyridoxne, nicotamide, thiamne, lipoic acid, folic acid, 




∞ ∞ ∞ ∞ ∞ 叩 叩 叩
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e c m T 
また水素利用性の試験にはプチjレゴム栓fすきの罰則容忠清瓶に培地20mlを入れ、気相をH/C02 (4:1, vol/) 
で置換しlkg/cm2 (98 ぽa）鵠圧として培養した。
補助栄養物質およびピタミン類の影響は次の6系の培地を用いて検討した。
1. Basl medium+ Yeast extrac(SOmg/l) +vitamn solutin+ trace elmnts 
2.Bas 品lmedium+ Yeast extrac(lOmg/ l) +vitamn solutin+ trace elmnts 
4. Basl medium+ vitamn solutin+ trace elmnts 
3. Basl medium+ Bactopen(lOmg/ l) +vitamn solutin+ trace elmnts 
5. Basl medium+ trace elmnts 
6. Basl medium (in tap water) 
Basl medium 中にはlOm M NHS1, 1 mM KHl04, 1mM MgC12, 1 mM Ca02 ，却m M NaHC03, 1.Sm M Na2S および





(agr-shke 法）を繰り返すことにより行った。この際気相はN/C02 (4:1, vol/ ）で寵換した。



















生育の経時変化は、光路長IOmmのブラックセル（ガスクロ工業QUARTZ CEL M20 ・B-2 ）に試料採取し分


































HD Range 5 x 10・10 A/mV 























目立製作所 L-3 湖，RANGE 1×10匂即
シマズゲJレSCR-10H
7.9m 手× 30cm





算出した。すなわち、 DNA を常法に従い抽出した後、 RNa 犯処理を経てnucleas Plおよびalkine phosate 








炉ー ーー 『ー 寸ー
















茜の分類の指標となる Desulfo討対din は、 Post~脱出円および細胞からの抽出操作25)のどちらの試験によって
も検出されなかった。


















Tempratu for growth 
Tempratu optimu 






























10 80 60 40 20 。
Time (hours) 
Fig. 3. Degradtion of proinate by str 必nお抗JD. 50 ml 
medium botles contai 凶ng30 ml medium with N/C02 (4:1, vol/ 
vol) as a gas phase wer u配d. Cultivaon was perfo ロnedat36 °C. 
Syr ゆols: eー-e; proinate, 0--0; acetaι0-0; growth 
(0D6nm). 







Table 5. Org 氾lie compunds tesd as elc 住on donrs and carbon 
source in出epresnc of sulfate. 
Utilzed 
H2 /COz plus acetae(S}, formate(20) + acetae(S), proinate(lO), 
Ethanol(O}, proanl(O), 1ヱーproanediol(O}*, 1,3-proanediol(O)*, 
Butanol(S), pentaol(2), pyruvate(lO), lactae(lO), 
町明1Vate(10) withou sulfate, lactae(lO) withou sulfate. 
Testd but not utilzed 
Acetae(lO}, 3-hydroxpionate(S), acrylate(lO), buりrate(lO),
Crotnae(lO}, valerate(S), methanol(O), ethylenglycol(S), hexanol(2). 
Concetraions (mM) in the mediu are given in parenthes.
Each culture was incubated at 話 0cfor 2 weks. After cultivation, remaing 
substrates wer measurd by HPLC. 
*Utilzed slowly. 
16 
Table 6. Result of stoichmer measurments with strain MUD on proinate as elc 紅on
donr and carbon source, and sulfate as el配位。naceptor. 
Sub 宮trat 母 Substrae Aceta C宕Udry Substrae Substrae MolSO/° Grow 血yield
given utilzed exαetd weight consumed oxidze consumed p告rgdryweiht 
(s叫fate given) (s叫fateu 位lized) formed for αl by sulfate mol substrat 昔 permol 
material* reduction oxidze sub 宮trate
(mol/) (mol ／。 (mol/I) (mg ／。 (moi/I) (mol/I) oxidze 
5 5.0 4.8 25.0 0.30 4.70 0.79 5.3 
(10) (3.η 
10 10. 9.4 48.7 0.57 9.43 0.75 5.2 
(20) (7.1) 
20 20. 19.1 92.1 1.09 18.91 0.73 4.1 
(40) (13.9) 
•: Substrae consumed for cel material wasαlcuated by the folwing equation. 
17印 3CHFOσ÷SHCO;+SHp ー＞ 14(CHP:i>÷20R 池田0.18 mol pr叩ion 制限問uir 吋 for






17Cf もCH2Cα ）＂+ SHC03- + 15Hp → 14(CHp3) + 20H-




4CH3C8iCOσ ＋350 ／＂→ 4CH3CO- + 4HCO; + 3HS- ＋狩
ムca・ 出輔15 kJ I reaction
この反応、は今までに報告のあるプロピオン酸を酢酸に酸化する硫酸還元首の反応と問裂である26）。
2-5 MUD 株の栄養要求性
方法に記した各培地1～6におけるMUD 株のよと増殖速度と増殖曲線をTable7 および、Fig.4 に示す。酵母エキス
および、Bactopen のような祷助栄養物質は、これらを含まない系4と1、2、3の比増殖速度を比べでわかるよ
うに、 MUD 株の生育になんら影響を与えていなかった。またMUD 株の生育においてピタミン類は、 4と5の比
増殖速度の比較やFig.4 からも、植え継ぎ3代までは影響を与えていなかった。さらに培地組成の簡素化を図っ
たtap water medium (6）でも、増殖の立ち上がりに多少の誘導期が生ずるものの、ほとんど通常の培養と同
程度の比増殖速度を得た。
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Table 7. Efect of organic nu位ients and vitamns on the growth of 拘冨inMUD. 
Medium 守出fie grow 仕1rate(h-1) 
Basl medium + yeast extract(SO mg/ l)÷Vitamns 0.5 
Basl medium + y田 stextract(l 0 mg／η＋ Vitam むlS 0.白8
Basl medium + bacto- 戸ptone(lO mg/l) +Vitamns 0.49 
Basl medium + Vitan せns 0.49 
Basl medium 0.48 
Tapwaterm 吋ium 0.41 
Al media contaied 1伽nMproinate and 10mM sulfate. Vitar 出 solution was 
pread acording to "1-2". Tap water medium contaied 鉛 me 泊organic salts 
withou traαelmnts solu 邑on.
1.出
却のU







1  2  3  4  5  6 
Tbne <d•)'lS)
1  2  3  4  5  6 
Tbne 《d•y叫
Fig. 4. Efect of yeast extr 百ct, vitamns 
and trace elmnts on the growth of 
strain MUD. 20 ml れibes with screw-
cap contaig 20 ml medium withou gas 
space wer us号d. After 3 times ’transfer to 
same medium, growth was monitred 
spectrohm 仕にaly at“）（nm. 
Symbolds: •ー-e;basl mediumφyeast 
extrac(SO mg/I ) + vitamns, 0--0; 
basl medium +vitamns, T-T;ba ぬi
medium, V一一…－¥7; tap water medium. 
Al media contaied 10mM proinate 
and 10mM sulfate. Vitamn solution was 
pread acording to "1-2". Ta~ water
medium contaied same inorgac salts 













化型のものは1膳2種のみである。ひとつはWidel らが単離したDesulfobuls proincu 戸）であり、もう一種は
Samain らが分離したD. elongatus27 ）である。 MUD 株はその形態、諾性質およびGC含量等から考えるとひ．
18 
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しかしながらMUD 株と既知のD.propionicus にはいくつかの違いがみられたσable8 ）。 MUD 株がgrowth factor 
を要求しないのに対して、 D.propionicus のtype strain はふアミノ安息香酸を要求する。また、電子受容体の利
チオ硫酸イオン、硝酸イオンを利用できるが、 MUD 株用範協はD.proin 印 5が硫酸イオン、亜硫酸イオン、
は硫重量イオンとチオ硫酸イオンのみ利用可能であった。 Type strain は蟻酸を電子供与体として和用できな
その至適生育祖度は30℃と、い。報告されている2pr4 株はMUD 株と間接にgrowth factor を要求しないが、
このような結果から考えて、 MUD 株はD.proin 仰の新しいMUD 株のそれより明らかに低い値を示した紛。
タイプの蕗株であると推測された。なお本菌株はDSM(eutsch Samlung von Mikrogansme ）に寄託した
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CDSM6523 ）。






























トリウムはlOmM 、チオ硫酸ナトリウムはlOmM 、硝酸ナトリウムは2mM になるように添加し、硫黄につい
ては過剰量添加してそれぞれの生育を検討した。 生育温度は却～部℃での生育を潟度と基質利用性によっ
て検討した。また至i車生育温度はそれぞれの生育曲線から比増殖速度｛μ）を求め決定した。
τ'SB 株の安息香酸の分解経過の観察には、プチlレ栓っき抑制メジウム瓶を用いた。気相を内／C02(4:1, vol/ 














: Shimadzu SPD-6A V (210 nm) 
: GL Scien Corp. Inertsil ODS 5 μ m, 
: 4.6 x250 mm 
:40 ℃ 
: CHpH/8i0 (60/ 40) adjusted pH to 2.6 with H3P04 
: 1.0 ml/in 
: 20 μ l 
1-6 Carbonmxide dehyrognase(CODH ）の活性測定
CODH はSporman らの報告18）を碁に活性を測定した。酪酸により生育した総胞をフレンチプレス処理
(1,20 kg/cm2 ）した後、遠心分離（10,0 x g, 20 min ）を行い、その上清部を粗酵素読として使用した。全
最2mlのスクリューキャップ・ブチルゴム栓つきのキユベットを用い、 lOmM Tris-HC! 緩掻液（pH 8.5 ）中に
benzyl violgen (2 mM), 2”r悶 ・captoehanol (5 mM），および粗酵素液を添加し、液量を1mlとした。気相を窒素ガ
スで置換後、シリンジを用いて一酸化炭素を若干量気相に添加・撹持し、 50mMN3iSP4 溶法を少量添加し若
干の色をつけた後に、産ちに生成する還元型benzyl violgen の5nm の吸収の増大を分光光度計によって測定
を行った（第四章参照）。
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Table 10. 臼g鉱山compunds tesd as elctron donrs and carbon 却府間sin 
the presnc of sulfate.
Utilzed 
H2 /C02' fornate(20), fornate(20) + acetae(S), proinate(10), 
Buザrat 《10), valerate(S ），臼proate(2), ethanol(10), proanl(O), 
1,2-Propanediol(O), 1,3-proanediol(O)*, butanol(S), 
Crotnae(lO), pyruvate(lO), lactae(lO), furnate(10), rnalte(lO)*, 町市ivate(lO) withou sulfate, lactae(lO) withou sulfate, 
Be沼田te(S), p-or m-rnetho 巧rbenzoate(S), vanilate(S), syringate(S), 
3,45 セ加etho 巧benzoate(S).
Testd but not utilzed 
Acetae(10), acrylate(lO), sucinate(10), glucose(2 ），合uctose(2), sucro 回（1),
Phenol(S), o・rnetho 巧rbenzoate(S), o-, mヮp-hydro 巧rbenzoate(S).
Concetraions (rnM) in the medium are given in pa児 nthes.
Each cultre was incubated at 56 ℃for2 w配 ks. After cultivation, remaing 








TSB 株の基質の利用性を調べた結果をTable 10 に示す。 TS倒朱は蟻酸、プロピオン酸、酷酸などの有機酸、
エタノール、ブロパノール、ブタノールなどのアルコール類を利用できた。また水素・二酸化炭素での培養
でも良好な生育がみられ、酢離を生成した。安息香酸の分解性も認められた。高溢性の嫌気性細菌で安息香










Fig. 5. Pho をomicr 司・graphs of 柑冨inTSB (bar equals 10 μm). Phase contr ぉtmicrogaph of cels 
grown on buザrate (a) and benz 回 te(b). 
GC含量はHPLC の誕定結果より52.8mol% であった。
TSB 抹の生育可能な議度は40～70℃であり、至遮生育温度は62℃であった。生育pH域は6.0 ～8.0 で、至適pH
は7.2 であった。至適条件下でのTSB 株による安息香酸の分解経過を Fig. 6に示す。この菌株は生育に補劫栄





Table 9. Propetis of strain strain TSB. 
Form 




Tempratue for growth （℃） 
Tempratu optimu （℃） 
pH for growth 
pH optimu 








rods or spindle “shaped rods 












Fig. 6. Degradtion of benzoate by 
str ョinTSB.
50 ml medium botles containg 
30 ml medium with N/C02 (4:1) as 
a gas phase we児 used. Cultivaon 
was performed at 56 "C. 
Symbols: 0-一一〈〉 ;benzoat, 
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CH3CHFH2co- + 1.5 幻／・→ CH3C 幻ー＋剖co3-+ o.s 仕＋1.SH・ 
ムGO' =-84.0 IくJ/r 白 ction
安息香酸
C凡coo-+ 3.7550/••7HC03-+ 3.75HS 鳴＋2.5H+
ムGσ＝・165.8 KJ/r 回 ction
Table 1. Result of stoichmer measurments with strain TSB on benzoat or butyrae as el 白百ndonr 


























Substrae utilzed Substrae given 
(sulfate utilzed) (sulfate given) 
加g/I)






3.98 1.39 9.68 0.32 38.5 告.6




































•:Substrate consumed for cel material was caluated by the folwing equation 
17Q5CO-φHC0,-+718,0 → 30(C,HO) + 180H 
;thus 0.5 mol benz 伺 te訂e詑 quired for 1.0 mg of cel 釘yweight 
170- もαちCH,O- + 12HC03・+ 198,0 →お（Cp,0) + 290H 




Acetoay l-CoA 人 …
Aceta Acetyl-Co Acetyl-Co 2C02 
3H20 8 [H]
CHFH2CH2CO 「＋4 Hp ;::. CH3CO 制令2C02 +12[H] 
12[HJ + 15 5042- +3[HJ ;::. 15H2S+6Hp 
CH3CH2CH2CO ーは.SO/ －一一一－＞ CH3CO 掃はco2÷1.5 時十2Hp
Fig. 7. Propsed schem of buザrate metabolism (R. Schauder 位 al.1986).
安患、香酸の酸化様式やcarbonxide dehyrognas の活性（0.57 μrnol/inrg-potein ）が認められたことよ
り、 TSB 株はCODH 経路を持つ完全酸化型の硫酸還元菌と考えられる。しかし諮酸の酸化においてはすべてが
二酸化炭素まで酸化されずに酢酸を生成した。諮酸から酢酸を生成する硫酸還元反応（不完全酸化型の硫酸
還元菌による反応）は、通常次式に表されるように、 1mo！の酷酸から2rnol の酢酸が生成される12) 。
CH3CH2CH2CO ÷ー0.5 町→ 2CH3CO ＋ー0.5 H+ + 0.5 HS-
TSB 株の場合、これと巽なり1rnol の諮酸から1rnol の酢設が生成された。この反応は1986 年にSchauder らが報
告しているDesulfo 拘cterium autorphicum の代謝形式と一致した32）。 D. 仰 totr中hi印 mによる艶酸代謝はFig. 7に示
した通りである。すなわち酪酸はp酸化により生成したacetyl-CoA のCoAを受けとることによりbuゆが-Co Aと








についてはすでに何種類か知られている。最初に発見された安息香酸分解共生紹菌はSyntrophus b凶 weli お｝であ
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すable 12. Propetis of va出国Desulfo 初制αlum speci ダ．






































Temp 哲rature for grow 出｛℃）
Temp 告rature optimu （℃） 











Lacte withou 504 2・ 











告されているのesulfonema magnum 悶， Desulfob 且cterium phenolicurfl6>, D. catecholi 印 ni3 η，D. anilinz'38>, Desulfocus 
このすべてが完全制 ltivorans39>, Desulfosarcina va幼 ilis39>, Desulfotma 印 lum 抑制托抑制， Desulfomnile tiedjei4 内。
これまで高温域で安息、香酸を分解する紹窟のしかもすべての絹葡は中温性であり、酸化型の硫酸還元菌で、
Desulfotma 四.lum報告はなかった。高混性の硫酸還元菌のうちTS酎朱同様、有機酸資イヒ能の高い細欝としては、
geothermicum42>, D. thermoa αtoxidans 必）の2種類が知られているσable12 ）。前者はTSB 株が利用できないフラクトー
スを硫酸イオンの存在に関わらず利用することができる。後者の菌株は酢酸を用いた場合に非常に良好な生
育を示す。また再者とも安息香酸は利用できないoTSB 株は胞子形成能を持つ硫酸還元菌であることから
この属中の3種の高温性細菌（Desulfotmac lum Desu ザotmacul 属の紹習であると考えられるが39）、
とは上述のように基質の利用性に明らかな違いがみられgeothermicum42>, D. the 抑制oxidans43> , D. nigri 戸cans 封｝）
た（D.nigri, 向nsは有機塁走資化能力がない）。 TSB 株は高温性安息香酸分解菌としての初めての報告であり、
新種の細菌としてD. thermobnzi α＜mと命名、提案した（Arch. Microbl. 15, 348 ・352 (19 ））。なお種名は






た。 UASB リアクター汚混から単離されたMUD 株について検討した結果、以下のことが明らかになった。
1. MUD 株は37℃に至適生育温度を持つ、胞子非形成、グラム陰性の硫酸還元菌であり、その
生理的・形態的特徴からDesulfobu 伽 spr ＇伊onicus と同定された。












Desulfotmaculm 属の新種の細曹と問定し、 D.thermobenzoicum と命名した。
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ところでmethylaon!-CA 経路は、 1984 年にStarns らによりD.propionicus Lindhorst を用いて初めてその存
在が明らかにされた13）。この経路の大きな特徴はproiny!-CA からmethylaon-CA への反応、がオキザロ酢
酸からのカルボキシjレ基転移で起こっている点である（Fig. 8）。すなわちproinyl-CA は methylaon ”
CoA:pyruvate transcrboxylase によりオキザロ酢酸のカルボキシjレ恭を受け取りmethylaon-CA となり、オ
キザロ酢酸はピルピン酸になる。続いてmethylaon-CA はコハク駿などを経てオキザロ酢酸となり、ピル
ピン酸はacetyl-CoA を経て酢酸へと酸化される。プロピオン酸の分解過程で、 proinyl-CoA から
methylaon-CA への反応、にtra 悶 arbo 巧lase が関与していることは、この長応、にATP を必要としないためエ
ネルギー的に非常に有和である13刈。
一方、 CODH 経路は酢酸酸化経路として19部年より報告され始めた。酢酸の二酸化炭素への酸化には、ク
エン酸闇路（citrate cyle ）によるものとCODH 経路（acetyl-CoA / carbonmxide dehyrognas pathwy ）によるも
のとがある。ちrand is羽田pらは羽田年にDesulfobacter postgatei を用い酢酸がクエン酸回路を経由して代謝される
28 
CH3-CH2-COH ． 1陪叩間鴨le]Aτ？由『...＿ I 
J c AQP Aη，HSCoA 
ADP ....－－岳＼／’ HOC-H2-CH2-COSC0A ~目毎日OOC-CH2・CH2-COOH
CH3 ・CH2-CO-P t I白血持制 <ID <1J l [Su 叫脚］
出 CoA -- 1 伽問問 T ト時『， i 亨－ 2前l
.A CH3 HOOC ”CH=CH ・COOH
Pi .－帝 I • I恥臨時I
CH3 ・CH2:-COS0A HOC-CH ・COSCoA ＠レ戸HzO
｛同ionyl-CA] ＇－..＿ノ [Methylmaon 品 ］母
／／・e，←五一～、＼ OH 
〆 ⑧ iCH3-CO-COH HOOC －＜ごH2-CO-COH ..＿つ F一四日OC-CH2-CH-COH
N鉱：oA-1 ［行ruv 融4 [Oxal 師団出e] # [M&! . e]
., - 2[H) A③ 
COi 噌＿.，申『町・ 2[HJ
CH3 ・COS Co A 
Pi - !A叫 lゐ A]
HSCoA ..－－骨③ωコ Fig. 8. Propinate oxidaton via methylaon-CA pathwy. ①； proinate kinase ，②； methylaon 酬CoA:pyruvate transcboxyle ，③； pyruvate dehyrognas ，④； phostranceyls ，⑤； acet 
kinase ，⑥； sucinyl-CoA synthea ，⑦； sucinate 
dehyrognas ，③；fumarse ，⑨；malte dehyrog 
CHγCOH 
[A時 ate]
ことを示したlS)(Fig. 9）。この自路は今まで知られていたクエン酸回路とは異なりcitrate synthae やcitrate lyase 
の代わりにATP-citrae lyase が主に働いている15,16 ）。つまりD.postgatei ではlmo の酢酸がクエン酸臨路を経由し
2mol の二酸化炭素に酸化されると開時に、 ATP-citrae lyase の働きにより基質レベルでのリン酸化が起こり、




D俗ulfotma αZuma ぱ oxidans を用い、酢酸の酸化に関与すると考えられる酵素活性の測定を行い、まったく別の
代謝系であるCODH 経路を提唱した18>(Fig. 10）。この経路ではまず酢酸はATP により活性化されアセチルリン
酸を経てアセチjレCoAとなる。さらに carbonmxide dehyrognas (CODH ）の働きによりcoとCH3-
FH／四Jまterahydroflate ）とに炭素が分けられ、それぞれが酸化されてニ援化炭素となる。この系による酢酸
の駿化ではクエン酸田路による反応とは異なり、基質レベルのリン酸化によるATP の生成は起こらず、エネ
lレギーはすべて硫酸還元により得ているものと推定される。なお、 CHO- 持ちからHCα 〉が生ずる過程で1ATP
が生成するが、アセチルリン酸生成時に1ATP が消費される。
Desulfobacterium autotrophi，α~m も CODH経路により酢酸を代謝する必ベ D.autor 中hicum とD.acetox 他市のCODH





































































C02 C02 CH3COOH 
Fig. 9. Aceta oxidatn via citrae cyle. 
Citr; citrate ，ιCitr; iso-ci 回 te, 2-0G; 2-oxglutarte, SuCoA; sucinyl-CoA, Su; sucinate, 
Fu; fumarte, Ma; malte,OA; oxalcetae. 
①；ATP-citrae lyase ，②；aconitase ，③； iso-citarte dehyrognas ，③； 2-oxglutare : 
ferdoxin oxidreuctas ，⑤； sucinyl ”CoA: acetyl ”CoA transferas ，⑥； sucinate 
dehyrognas ，⑦；fumarte hydrogenas ，③；malte dehyrognas. 




酵素である2-oxglutare dehyrognas (2心GDH ）とCODH の活性を調べることにより推定できる。クエン酸回
路により酢酸を代謝する細菌は当然ながら高い2-C 氾DH活性を示すが、 CODH の活性は認められない。逆に
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CODH 経路を持つ細菌では2心GDH の活性は認められず、高いCODH 活性が確認できる32)。これらの活性は酢
酸以外の基質（ピルゼン酸、乳酸など）で生育した紹胞にも存在する。




ATP 一一ー」 I 
λ ① 
ADP 骨一一 I 
イ トFig. 10. Aceta oxidatn via acetyl-CoA/ 
carbonmxide dehyrognas pathwy. 
AD：コ；：； rn•
2(H］~③ 
Bold a汀ows; reactions catlyzed by menbra enz 戸nes,
Thin arows; reactions catlyzed by cytoplasmic en勾市1es.
X; Des ゆtom 鉱山m附 ox抽出＝地te, Desu 仰向ium
autorphicum = pte 巾，D必ulfov 必巾barsi = pteridne. ①； 
acetae kinase ，②；phosate acetylransferase ，③；carbon 
monxide dehyrognas, c; methylnrado ”X” 
犯ductase ，③；methylnrahydo ”X”dehyrognas ，⑤；
methnylrado ”X” cylohdrase ，⑦； 
formylteahd ”X” synthea ，③； formate 
I dehyrognas. 
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第二節 Desulfobus proincus MUD によるアルコーjレおよびアルデヒドからのブ口ピオン酸の生成







鏡用したD・propionicus は先に報告したMUD 株（DSM6523 ）を用いた。培地および培養方法は先と同様である。
ただし、基質はピルピン酸（Na塩、 10mM ）を用い、硫酸イオンを含まない培地で発酵的に生育させた。
発酵代謝試験は正確な代謝産物量を得るために濃縮菌体を使用した。すなわちピルピン酸で発酵的に生育
させた対数増殖期後期の菌体を、違心分離(10,0 x g, 15min ）により集菌し、器質および硫酸イオンを含まな
い菊？鮮な培地を用いて2回洗浄後、 30ml 容血清瓶に移した。このときの菌体最は、アルコールの変換試験に
ついては乾燥菌体として32mg/0l 、アlレデヒドの試験については17mg/20ml に調製し、気相部はN/C02(4:1,
vol/) もしくはH/C02(4:1, vol/) で置換し、 1.5 kg/cm2(147Pa ）陽圧とした。反応、は基質添加後36℃で仔つ
た。
ト2酵素活性の測定
ピルビン酸を基質にして硫酸イオンを含まない培地で発酵的に生育した細胞を遠心分離(10,0 x g, 15min) 
により集麗し、印mMリン酸経樹液（1mM Na2Sp4 を還元都として含む）を用いて2回洗浄後、フレンチプ
レス処理（1，却Okg/cm2 ）した後、遠心分離（10,0 xふ却min ）を行い、その上清部を粗酵素法として使用
した。酵素活性の測定には全量2ml のスクリューキャップ・プチルゴム栓つきのキュベットを用い、反応は
すべて嫌気条件下で行った。
Hydrogenas の活性はSOmM 1）ン酸緩衝液＜pH7.2 ）中にben 勾rlviolgen (2 mM), glutahione (0.2 mM），および粗酵
素液を添加し、液量を1mlとした。気相を水素ガスで置換後、 N~Sp4溶液を少量添加し若干の色をつけた後
に、直ちに生成する還元型benzyl violgen の5nm の吸収の増大を分光光度計によって測定を行った州第閤章
参照）。
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またmethylaon-CA:pyruvate 間 arboxylase の活性は、剛、法（日mM リン酸緩癌液（pH7.0 ）にpyruvate:
10mM, methylaon-CA: 02mM, glutahione:0.2mM を入れ、酵素液を添加授、 NADH を0.2mM となるように添
加し、夜ちにNADH の340nm の吸収を分光光度計で縦走した。なおこの方法は、夜接該当酵素を鵠定している
わけではなく、下記のような共役酵素反応系（coupling e回 yme method ）により、 malte dehyrognas による
NADH の減少を灘定するものである13）。
Pyruvate + methylaon-CA 吋 oxalceta + p加 pionyl-CA↑ 
Methylmao ；句1ζoA. 判叩加tetran 制 :rbox ヲ＇lase




















D.pro 戸on幻必MUD は硫酸イオンのないN/C02 雰囲気下で、エタノールを酢酸とプロピオン酸に変換し、ま
たプロパノール＋酢酸は開条件下でプロピオン酸に変換したσable 13a, 13c ）。培養系では約l遇間で完全に変
換されたが、生育は援めて低かった（0.D く0.3 ）。これらの変換反応は次の量論式に一致した（pH7.0)12 ＞。
Ethanol: 
3CH3C8i0H + 2HC03・ 吋 2CH3 C8i CO- 十CH3O- + 3Hp ＋昨日H・H・－－………・…H・H・(1)
ムGσ＝・124.0 kJ/r 回 ction
Propanl: 
3CH3CH2CHpH + 2CH3O- ＋出C03 ’吋5CH32CO- + 3Hp 十日＋一一一一一一一＿＿＿＿(2) 
ムGσ出掛16.9 kJ/reaction 
3 
Table 13 Conversion of e也知ol, proanl or a民組teby D.pr 中ioncus MUD. 
a) Ethanol under N/C02 b) Ethanol under H/Cq 
In四 bation Substrae and pr＜》ducts(moνl) Incubation Substrae and products (mol/) 
time time 
(h) Ethanol Ace tat 告 Propinat 宮 (h) Ethanol Acetae Propinate 。 24.8 ND ND 。 26 ND ND 
3 0.3 8.0 15.7 3 0.3 8. 16.0 
10 ND持 8.2 175 10 ND 9.0 175 
c) Propanl plus acetae under N/C02 d) Propanl plus acetae under H/C02 
Incubation Substraes and product (moνl) Incubation Substraes and product (mol/) 
time time 
(h) Propanl Acetae Propinate (h) Propanl Acetae Propinate 。17.1 15 ND 。 152 12.1 ND 
3 4.1 3.2 21.4 3 3.2 4.0 192 
10 ND 0.2 27.1 10 ND 1.9 25.1 
Propanl was not convertd withou acetae. Propanl was not convertd withou acetae. 

















これらの代謝は気相部に水素が存在していても、影響は受けなかったσable 13b, 13c ）。先にLanbroek らが報
告したD.propionicus Lindhorst も同様な代謝を行うが、 Lindhorst 株は水素ガスの影響を受け、プロピオン酸の
生成よじが高くなり酢酸の生成が抑えられる8）。またLindhorst 抹は酢酸ゃ叫／C02 でプロピオン駿の生成が確認さ
れているが、 MUD 株ではまったく反応はおきなかった(fable 13e ）。同じ穫である 2つの株でこのように代謝
に差がでるのは、水素の利用能に依存したものと思われる。 Lindhorst 株はエネルギー源として司／C02 を利用
できるが8）、 MUD 株は硫酸還元の基質としても水素の利用性は低かった。 MUD 株のhydrogenas の活性は0.12
μ rnol/inrg-potein であり、ちなみに水素資化性に優れたDesulfovib バovulga 出では、 hydrogenas の活性は
0.6 μ rnol/inr 沙protein であることから（後述）、この活性値はかなり低いものといえる。
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Table 14. Conversi of acetldhy or proinaldehy by D. proincus MUD. 
a) Acetaldhy (AceCHO) under N/C02 b) Propinaldehy (ProCHO) under N/C02 
In四：bation Substrate and products (mol/ l) Incubation Substrates and products (mol/η 
悦江1e time 
(h) AαCHO Eth 出 ol Acetae Propinate (h) ProCHO Propanl Acetae Prof 重onate。 9.0 ND ND  ND 。 7.5 ND 8.3 ND 
2 4.6 1.9 1.8 ND 2 5.8 0.7 8.2 0.8 
10 ND ND 5.7 2.8 10 ND ND 6.0 9. 
2♂ アルデヒド類からのプロピオン酸の生成





コールへの不均化反応（dismut 出onr 母 ction ）が起こり、その反応、が終了後に生成したアルコールが3・2の反応と
同様に進むと考えられた。
Acetaldhye: 
3CH3CHO + 3/2Hp →3/2CH3O- + 3/2CH3CHpH + 3/2H• (3) 
3/2CH3CHpH + HC03 －吋 CH3CH2co －十l/2CHFOσ ＋3/2Hp + 1/2H• (4) 
3CHFHO + HC03 －→ CH32CO- + 2CH3O- + 2H• (3)+(4) 
Propinaldehy: 
3CHFHFHO + 3/2Hp → 3/2CHFH2CHpH + 3/2CH3CH2COH + 3/2H• (5) 
3/2CH2CH0 + CH3COH 十日co3 －→ 5/2CH3f もco-+ 3/2Hp + 1/2 片 (6) 








オ軒 。＼ノ 惨惨 CH3COH 2 CH3CH2COH ． 
2CoA-SH 
／ 
<Methylmaon ・白Apathwy> 2 H20, 2 CoA-SH4[HJ 
2CH3CO 四 S-CoA ~ '¥.. 、～12［時， 2C0
3 CH3CH2CH20H て3問問。＼
2 CoA-SH 2 CO 2  6［問 ，〆’－戸田一一 6[HJ
＼ ＼ふ唱に2CH3COH 山静2CH3CO 目ふω →＜＜Me
2CoA-SI -I 
惨. 3 CH3CH2COH 
Fig. 1. Propsed pathwys of conversi of alcohs and aldehys by Desulfobs proincus MUD. 
(I) Conversi of ethanol to acetae and proinate. (I) Conversi of proanl plus acet to proinate. 
I 
methylaon-CA 経路のkey en勾rme であるmethylaon-CA 初ruvate transcrboxylase の活性（0.38 μmol/in 





methylaon-CA 経路内でacetyl-CoA をプロピオン酸に還元するのに使用されると考えられる（Fig.1 l)。また
プロパノールはプロピオン酸に酸化される際に放出される還元力を、 methylaon-CA 経路に取り込んでプ
ロピオン酸酸化の逆方向に経路を進めることにより、酢酸からプロピオン駿を生成していると推概される（Fig.





第三鮪 De：四ザ-otmacul thenobzicum TSB によるメトキシ安患香酸の代謝と詐畿の生成












実験には先に分離したD. thenobenzoicum TSB (DSM 6193 ）を使用し、培地および培養方法は前章に準じ、必
要に応じて基質を各SmM 、電子受容体（S0/-)20mM を添加した。基質としてに示したpメトキシ安息香酸、パ
ニリン酸性情hydroxy 幽3-methoxybnzate ）、シリンガ酸（3,5-dimethoxy4rbnzae ）、 3,4 ，ふtrim-
etho 巧rbenzoate を用いた。
co- ふ 。叩。
OCH3 OH OH 
4-m 巴thoxybenzat vanilatε protcaehuate 
H3ゆ問 日，co＠－阿部
syringate 3ん5-trimehoxybnzate galate 
Fig. 12. s出 C加re of血 e出oxylated benzoats and hydro 巧rated
benzoats. 
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清瓶に乾；操菌体量で15 mg/20 ml 
になるように調裂した。気相部
はN/C02(4:1, vol/) で置換し、

















Desulfotmacu the 閉 wbenzoi αmTSB は硫酸イオンの有無にかかわらず、メトキシ安息香酸類をエネルギー源、









hydro 巧rbenzoate に変換され、パニリン酸（4-hydrox 暢
withou sulfate with su !fate 3-m et hoxybenzoa te）はプロトカテキュ駿（3,4 ・
dihyroxbenzat ）に変換された。またシワンガ酸
(3,5-dimetho 巧r-4hydro 可benzoat ）は3,4-dihyrox-5
methoxybenzoate を経由して没食子酸（3,45-
trih yd roxybenza te）に変換され（Fig. 13 a）、 3ん5-
trimehoxybnzate は没食子酸に変換される過程
2  4  6  8 10 で、中題代謝物質として3,4-d ihyd roxy-5 ・





Fig. 13. Conversi of syringate (a) or 3,45 ・
trimehoxybnza (b) by Desu ザotmaculm
thermobnzicum TSB. Each left 戸gure show 
conversi withou sulfate, r捻ht figure show 
conversion with sulfate. a) conversion of syringate,
b) conversi of 3ん5ぺrimethoxybnza.
Symbols; a) -0: syringate, -e・： 3,4-dihyrox ふ
met ho巧benzoat 鳥窃“：galate ，・.A-: acetae. 
b) -0: 3,45-trimetho 冷rbe 氾 oate, -•-: sy巾 gat。
。制： 3,4 ・dihyrox ふ methoxybenzoat ，認柳：
galate ，耐dル：acetae.
Table 15. Growth of Desulfotma 印 lum the1 明 obenzicu ’
benzaots with or withou sulfate. 
Growth yield; 
gram dry weight 
per mol subtrae 


















1982 年にKaiser らは嫌気性汚泥を用いてメトキシ芳香族物質の分解特性を調べ、 3,45 ・trimehoxyb 回 oate の没
は最初に4,5-dimethoxy-33,45 幽trimehoxybnza食子重量への変換の考察を行っているが、それによると
hydroxbenzat に変換されると報告されている沼｝。一方今回の結果では、 Fig.13 よりえ4,5 ・trimehoxyb 氾 oate の
これに没食子酸への最初の変換過程は、 3f立や5位ではなく4位のメトキシ基のヒドロキシ基への変換であり、
よりシリンガ酸（3,5 ・dimethoxy-4droxybenzat ）が生成さた。引き続きシリンガ酸は3,4-dihyrox ふ
methoxybnza に変換され最終的に没食子駿に変換された（Fig.13 ）。嫌気性紹菌群による分解特性と純粋系で
は直接比較はできないが、少なくともTSB 株はFig. 14に示した代謝様式を持っと考えられる。
またTSB 株は2・methoxybnza, 2,6 叫dimetho 可benzoat を利用することができなかったことより、 2位のメト
2,4 ・2,3-d imet hoxybenzoa te, キシ基は利用できないものと推謝された。 2,34 引・imethoxybnza,
2,34 “trihydoxbenzoat, 2,3 ・dimethoxybnza はいずれも利用されたが、最終生成物は少なくともそれぞれ
ではなかった。 3,4 ・Dihydrox 之酬methoxybnza, 3・hydrox-2 ・dihyroxbenzat, 2，ふdihyroxbenzat
methOX ）仇nzoate, 4-hydro 可・2・methoxybnza といった標準物質が入手できなかったために、最終生産物の同
定はできなかったが、後述する酢酸の生成比と2位のメトキシ基の非利用性などから考えて、それぞれ2位以




Propsed pathwy of conversi of trimeho 可lated benzoat to hydroxlate benzoat. 
① 3,4.5-trimetho 巧1benzoate ，②syringate ，③3,4-dihyro 巧r-5methoxybenzoat, c galate. 
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② ① 
外のメトキシ基がヒドロキシ基に変換された3,4-dihyro 勾F・2-methoxybnza, 3-hydrox2methybnzoate, 4-




ン酸、シリンガ酸、 3,45-trimetho 勾rbenzoate ）の変換を調べた。すべてのメトキシ安息香酸類は直線的にヒドロ
キシ安息香酸類へ変換され、同時に酢酸が生成した。またシリンガ酸、 3,4 ふtrimehoxybnz 倒 teでは2-1 で示し
た中間物質も検出された。最終的な変換結果をTable16 に示す。これよりlmo のメトキシ基から0.75mol の酢酸
が生成されており、量論式は以下のように考察された。
4掃除ietho 巧岡田oate;
4C8Hp 什 2HC03 －吋 4C;£-ip3- + 3CH3COσ 十日＋
Vanilate; 
4C8Hp- + 2HC03 ・→ 4C;£-ip4- + 3CHO- + H• 
Syringate; 
2C9H0 什 2HC03 －吋 2C;£-ips- + 3CHco- + H+ 
3ん5-Trimethoxybnzate;
4C1 凡 05-+6HC03 －吋 4C7H50- + 9CHFO ＋ー3什
メタノールは利用できなかった。
2-3 酢酸の生成と脱メチル反応、
TSB 株の詐酸生成を伴うメトキシ安患、香酸類の代謝はAαtobacterium wodi の代謝と非常に類似している51）。
A. wodi のメトキシ安恵、香酸類からの酢酸生成は、 Fig.15 に示したように、メトキシ基が加水によりヒドロキ
Table 16. Conversi of methoxylad benzoats to hydro 巧lated benzoats by conetrad cel 
supenio withou sulfate. 
Substrae ade Metho 巧トgroup Total molecus of Products Molar ratio of acetae methoxyl 樽group {molLD formed per methoxyl 暢
(mol/) per molecu per liter HB持 Aceta group consumed 
ゐMethoxybnza
4.7 1 4.7 4.7 3.5 0.74 
Vanilate 
3.1 1 3.1 3.2 2.3 0.74 
Syringate 
3. 2 6. 3. 4.7 0.71 
3ん5”Trimethoxybnza
3.9 3 1.7 4 8.5 0.73 










4CH30H + 2co2 一回争 3CH3COH + 2 H20 
Fig. 15. Formatin of acet from methoxyl ・group by 
タ省略）。これらのことよりTS＆株のメトキシ基か Acetoba 巾 mwodi (Bache and Pfenig 198) 
らの酢酸生成はA.wodi のようなメタノール経由ではないと考えられる。
3ん5・Trimethoxybenzoate を基質とした場合、 CODH 経路のkey enzyme であるCODH (carbonmoxide 
dehyrognas ）の活性が、硫酸イ会ンを添加した培地で生育した細胞内（0.5 兜 μmol min/ mg-protein ）にも硫酸イ
オンを添加しない培地で生育した細胞内（0.70 μmol/ mm/ mg-protein ）にも確認された。 CODH 経路と代謝最論
比から考え、酢酸はFig. 16に示すようにCODH 経路による二酸化炭素罰定によって生成されるものと忠われ
る。メトキシ基はメチルキャリアにメチル基を渡しヒドロキシ基となり、メチルキャリアはCODH 経路に入
る。 4mol のメチjレキャリアのうちlmo が二酸化炭素に酸化され、その際放出される還元力匹］が、 3mol のco2







Fig. 16. Propsed pathwy of ac君togensi from m君thoxylated benzoat by Desulfotma αlum 






4Cgip 什 3504 2- -> 4C;Jip 什 4HC03-+3HS 帥＋H+
Vanilate; 
4C九0れ 350/ - 4C;Jip- + 4HC03・ +3Hs －÷日＋
S戸ingate;
2C9HQ5・ + 350 ／吋 2C;Jip5 －÷4HC03・ +3Hs －÷H+ 
3,45-Trimetho 勾rbenzoate;






まずDesulfobul 加 F仰 n白必MUD が持つプロピオン識酸化経路であるmethylaon-CA 経蕗が、硫酸イオン
のない発酵的生育碍にも関与していることを明らかにするべく、アルコール類の代謝を濃縮茜体を用いて検
討を行った。その結果次のことが明らかになった。
1. 発酵的に生育した細抱内にもmethylaon-CA 経路のkey enzyme であるのmethylaon ・
























5. TSB 株は2位（6位）のメトキシ基を利用することができず、そのほかのメトキシ基は4位、 3
位、 5位のJI度に利用されることが明らかになった。
6. 発酵的に生育したすSB株の縮施中にもCODH 経路のkey enzyme であるcarbonmxide




























供試菌体として、 Desu 静to問 culm thermobenzoicum TSB (DSM 6193), D倒 lfobulbus propionic 凶 MUD (DSM 65お），





地で36℃（D・propioni αu;MUD, D.叩靭rお Marburg ）および~ss℃（D.thenobenzoicum TSB ）で前培養を行った。反応に
用いた菌体は、対数増殖期後期の紹胞を遠心分離（10,0xg, 15 倒的により集菌し、 10 mM1J ン駿緩衝液で洗
浄後開設衝液に懸濁し、 50 ml容パイアル瓶に約おmg dry cel/20mZ bufer となる隷に分注した。気相部をN/
C02(4:1 vol/)(D. thenobenzoi ，α＇m TSB, D. propionicus MUD ）および、NzCD.vu 切ris Marbug ）に置換し、プチルゴム







Sodium lactae (10 mM) 
2,6 ・Dichrolpendhol (0.7 mM) 
Phospate bufer (pH 7.4, 10 mM) 
Lacte+ DCPIre →Pyruvate + DCPUJ0X 
円収ivate dehyrognas; 
Sodium pyruvate (10 mM) 
Benzyl violgen (5 mM) 
CoA-SH (2 mM) 
Na,S0 (50 mM solution で適鐙添加）
Phospate bufer (pH 7.4, 10 mM) 
Pyruvate + CoA-SH + BV0x →Acetyl －＜ごoA+C02+BV 開
Sucinate dehyrognas; 
Sodium sucinate (10 mM) 
K,Fe(CN) (1 mM) 
Phospate bufer (pH 7.4, 10 mM) 
Sucinate + Fe(CN), 3-→Fumarte + Fe(CN). 4-
Malte dehyrognas; 
Sodium oxalceta (5 mM) 
NADH (0.2 mM) 
Tris-HCl bufer (pH 7.2, 50 mM) 
Oxaloceta + NADH →Malte + NAD・ 
Adenylsufate reductase; 
AMP(2mM) 
N旬以コ3(2 mM in5 mM EDT A) 
Tri シHCI bufer (pH 8.0, 50 mM) 
AMP+S032 ・φFe(CN), 3-吋 Adenylsufate ＋お（CN), 4-
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2・Mer 臼 ptoehanl (5 rnM) 
Benzyl violgen (5 mM) 
Na,50 (50 mM回 lu訴onで適量添加）
H2(sa れlrated)
Tris-HO bufer (pH 8.5, 10 mM) 
H2+ svox →妊デ＋BV児
Carbonmxide dehyrognas(CODH); 
2・Mercaptohnl (5 mM) 
Benzyl violgen (5 rnM) 
Na,50 (50 mM solution で遠景添加）
CO (satured)
Tris-HO bufer (pH 8.5, 10 mM) 
CO+BV0x →co2 十BV棺
Methylmaon-CA:pruv transcrboxylase; 
町市1Vate (10 mM) 
4 機器分析
Methylmaon-CA (0.2 mM) 
NADH (0.2 mM) 
Gultahione (2.5 mM) 
Phospate bufer (pH 7.0, 10 mM) 
Pyruvate 十Methylmao が-Co A→Oxaloceta + Propinyl-CA
Oxaloceta + NADH →Malte + NAD• 
&/mM = -8.1/e ，λ詰 S nm 
AεlmM ＝・8.1/e ，λ＝S nm 













硫酸イオンの存在する場合はD.thenobenzoicum TSB, D. propionicus MUD, D.印刷出Marbug3 株いずれもとも
硫酸還元によりピルピン駿を酢酸と二酸化炭素に変換する（データ省略）。しかし発酵的な代謝の場合は、
その発酵パターンが3株ともそれぞれ異なっていた（Fig.1η 。D.thenobenzoicum TSB はピルビン酸を酢酸のみに
変換したがD.proin たusMUD は酢設とプロピオン駿に、またD.vulga 市 Mar burg は水素の生成も見られた。こ
の代謝の最終的な最論をTable 17に示したが、この結果よりD.thermobenzoicum TSB とD.propionicus MUD の代謝
は次式と一致した＜pH7.0)12 ＞。
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Fig.17. P戸uvate conversion by the thre sulfat 宮reducrs in the absenc 官。fsulfate. a) Conversi of pyruvate to acet and proinate by 
cone 出 ted cel s出 pensio of D.仇U初obenzoicum TSB withou 釦 Hate. 20 
ml of cel su 戸nsio in SO ml s叩 lID vials with N2/CO:l as a gas phase was 
in間.bated at 5るoC. b) Conversi of pyruvate to acetae and pro がonate by 
cone 告n位置tedαn 銃ispenio of D. pro わniαsMUD withou sulfate. 20 ml of 
cel sup 哲郎ion in 50 ml serum vials with N2/CO:l as a gas phase was 
incubated at 3伊c. 。Conversi of pyruvate by conetrad cel 
supensio of D.四 Igar おMarbug withou sulfate. 20 ml of cel supensio in 
SO ml of s釘umvials with N2 as a gas phase was mαlbated at 36oC. Syi 官bols:
〈ー〉ー；pyruvate, -A・ …づace 泊te, -1.トー；：propionate，一一Vー ー； lactate，~診ー；
formate ，一嘉一；H2，ー ιー；CO:l.7 6 5 3 2 
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D. thenobzicum τSB 
4CH3COCOσ ＋4Hp →5CH3COσ ＋2HC03 ・＋3H+
~Gσ ＝・293.1 kJ/reaction 













→2CH3CO 蜘＋CH3CH2CO- + 2HC03・ ＋去十
~Gσ ＝ -217.9 kJ/r 田 ction
5 
c 
4 2 3 
Time (hours) 
1 









ピルピン酸から乳酸およへ酸化される際に生成される還元力が、8 4  6 Time (hours) 2 
ぴ0[H]/C2 から蟻酸の生成へ流れたと考察できる。
.t.G σ＝－74.1 kJ/r 回 ction
CH3coo・ + 2Hp→ c~coa + CH3CH2coa 十日co3 ・＋H2+H+ 
Table 17. Pyruvate conversi by conetrad cel supenio of D. thenobzicum, D. 
proin α'5 or D. vu~初出 in the absenc of sulfate. Each organism was supend in 10 mM 
phosate buf たrwith 1 mM Na2Sp4 as reductan. Head space gas was 問 placed with N /C02 or N2 
gas. After aditon of pyruvate, the cel supenio was incubated at 56 or 36 ℃. Substrae and 
products wer measurd by HPLC and/ or GLC after 10 hours incubato 
Products (mol) 
Ac定tale Propionate Formate Lactae 
Pyruvat 母ade Residual pyruvate 
(mol) (mol) 民 ‘co, OTgmis 国
ND ND 0.1 0.190 。0.15 D. thermobenzoicum
TSB 
ND ND 0.51 0. ヲ8。0.153 D.pro 必ηiα'5
MUD 
0.49 0.5 0. 吾0.12 ND 0.108 0.2 0.153 D.四 lgaris
Mar burg 
48 
ND, not detcted;-, not measurd 
Table 17. En勾rme activties h血ecel extracs of 佳昭仕t.re strains grown on pyruvate in 血e
absenc or p回sencd of sulfate (μmol/inmg protein). 
Desulfobulbus pゅionic 凶 Desulfot ，仰はulm Desulfrn 蜘 io加 ：lga 市
MUD thenobenzoicum τSB Marburg 
En勾羽1e
without 50.2" with 504 2- without 504 2- with 荻）／＂ without 叙）／＂ with 筑＼2-
Lacte 0.“ 0.41 0.2 0.2 0.28 0.8 dehyrognas 
巧ruvate 0.321 0.736 0.340 0.254 0.569 0.37 
dehyrognas 
Sucinate 0.892 0.69 0.38 0.178 0.32 0.197 
dehyrognas 
Malte 0.40 0.360 0.276 0.26 1.23 0.186 
dehyrogna 開
Adenylsufate 0.317 1.764 0.39 0.543 1.25 1.078 
r吋 uctase
Hydrogenas 0.120 0.234 0.52 0.23 0.659 3.078 
Carbon monxide ND  ND 0.74 0.570 ND ND 
dehyrognas 
M-CoA:pyr. 。」38 0.3 0.261 0.276 ND ND 
廿anscrbo 可lase 持
待M-CoA, methylaon-CA : ND, not detced. 
2 各硫酸還元菌の酵素活性
プロピオン酸酸化経路であるmethylaon-CA 経路および酢酸酸化経路であるCODH 経路は、それぞれの




i替のkey enzyme であるmethylaon-CA:pruv transcrbo 可lase およびその経路の関連酵素が存在している
ことが明らかとなった。これはピルピン酸の酢酸とプロピオン酸への代謝にmethylaon-CA 経路が関与し
ていることを示唆している。またD. thermobnzicu TSB の組抱中にはCODH 経路のkey emzyme である
carbonmxide dehyrognas とmethylaon-CA:pruv transcboxylase の両者の活性が認められ、
methylaon-CA 経路とCODH 経路の問者が存在していることが示唆された。 TSB 株がmethylaon-CA 経
路を持っていることは、本株が硫酸イオン存在下でプロピオン酸を資化できる（第二章参照）ことから考え
ても合理的である。しかし代謝生産物にプロピ:tン酸がほとんど生成されなかったことから、ピルピン酸の
発酵的代言討にはD・propioni αlSMUD のようなmethylaon-CA 経路による代謝ではなく、ほとんどすべてのピ
ルピン駿はCODH 経路によって代謝されていると推定される。これに対しD.vulga 出 Marbug はmethylaon 柑
Co A経路とCODH 経路のいずれも認められないが、他の2株に比べhydrogenas の活性がきわめてに高かった。
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担っていることを示唆している。
この結果はD. 叩 lgaris Marbug のピルビン酸からの酢酸とH/C02 への変換には、 hydrogenas が重要な役害tlを
3 代謝経路についての考察
酵素活性を測定した結果から3種の硫酸還元菌は、ピルピン酸を発酵する際にはそれぞれ異なる代謝経路を
用いていることが示唆された。 MUD 株はmethylaon-CA 経路のkey em勾meおよびその関連酵素が存在する
ことから、ピルピン酸をmethylaon-CA 経路によって、酢酸とプロピオン酸に変換していると考えられる
<Rg.18 ）。ピルピン酸がa田引くoAへ酸化される際に放出される還元力と、 a印刷-Co Aの一部（3mol 中2mol) が酢
酸へ酸化される擦に放出される還元力を、ピルピン酸と二酸化炭素からのプロピオン酸の生成に利用してい
ると考えられる。
Methylmaon －＜ごoA経路とCODH 経路のいずれも紹鞄内に存在していると考えられるTSB 株は、実際のピル
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Fig. 18. Propsed pathwy of pyruvate conversi 
by D. proincus MUD. 2 Mol pyruvate are 
oxidze to 2 mol acetae with relasing of 4[H]. 1 
Mol pyruvate is reduc to 1 mol proinate by 4[HJ 
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なった。Fig. 19. Propsed pathway of pyruvate conversi byD. 
thenobzicum TSB. 4 Mol pyruvate are oxidze to 4 mol acetae, 









[A・ 日批判－PlユCH3-COH [A国 ate]ADP ATI' 
Fig. 20. Propsed pathwy of pyruvate conversi by D. vulgaris 
Marbug. Pyruvate is fermntd to acetae and H/C02 as main 
products, and to formate and lactae as minor products. 
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第臨節要約
Desulfobuls pr咋ionicu MUD, Desulfotm 叫 lum thenobenzoicum TSB およびDesulfov ゐ巾加lgaris Marbug を用いて
各代露首経蕗による発酵的代謝特性の違いを検討し、次のことが明らかになった。
1. 比較した3謹の硫酸還元菌はピルピン酸を異なる代謝様式で発酵代謝する。すなわち、
2. MUD 株はMethylmaon-CA 経路を利用して酢酸とプロピオン酸に変換する。





5. Marbug 株はhydrogenas 系を利用し、生成する還元力を水素ガスとして系外へ放出し反応を
進めている0























Desulfobu ゐuspropionic MUD の単離と諾性質について検討を行った。中温性UASB1J アクターのグラニュール
を単離源とした集穣培養系から単離されたMUD 株は、 1.0 ・1.3 x 2.0-μm の持丹もしくはレモン形の胞子非形
成、グラム陰性の硫酸還元菌であった。諸性質およびプロビオン殻酸化能からMUD 株はDesulfob
propioni 仰に属するの硫酸還元菌と同定された。 MUD 株は37℃に至適温度を持ち、基質をプロピオン駿、電子
受容体を硫酸イオンとしたときの比増殖速度（μ）はO.Sh-1 であり、プロピオン酸の酸化は次式に一致した。
14C 司CH2CO 川町・吋 4CHFO- 十3HS-+H















還元菌との比較検討を行い、新議の硫酸還元菌Desulfot 剛山lumtheno 伽 zoicum と命名した。本種名はすでに有
効な発表として認められている。
第三章では単離したそれぞれの硫酸還元欝が持つ特異的代謝経路、 methylaon-CA 経路およびCODH 経
路を利用した発酵的代謝について検討した。
まずDesulfobuls propionicus の持つmethylaon!-CA 経路によるアルコール類およびアjレデヒド類からのプ
ロピオン酸の生成を検討した。これに先立ち発酵的に生育した細胞内の酵素活性を測定したところ、











つづいてDesulfotm 仰 lum thermo 加izocum TSB を用いてCOD 日経路が関与する発酵的代謝について検討を行っ
た。 CODH 経路を利用した発酵的代裁に関する研究はこれまでに詳しい報告がなかった。その結果3ん5・
trimehoxybnzate ではまず4位のメトキシ基がヒドロキシ基に変換されシリンガ酸となり、 3,4-dihyrox ふ
metho 巧rbenzoate を経自して没食子駿（3,45-trihydro 勾benz 保健）へ変換されていることがわかった。また2位のメ
トキシ碁は変換されなかった。メトキシ基からの酢酸生成は、 Aぱ obac 加1・umwodi のそれと量論上では一致し











がわかった。発酵的に生育した蕗体の酵素活性の部定結果から、 D. propionicus MUD とD. thermobenzoicum TSB 
にはmethylaon-CA 経路が存在し、さらにTSB 株にはCODH 経路も存在していることが明らかになった。
またD. 印刷ris Marbug の紹胞中には商経路に関係する酵素活性はまったく認められなかったが、高い
hydrogenas 活性が検出された。
D・propionicus MUD はmethylaon-CA 経路を利用して3mol のピルピン酸から2mol 酢酸とlmo プロピオン酸
に変換していると考察された。これに対し、 TSB 株はどjレピン酸がほとんどすべて酢酸に変換されているこ
とより、 Methylmaon-CA 経路よりもむしろCODH 経路が鑑先的に働いていることが示唆された。つまり、
TS財朱は4mol のピjレピン酸をacetyl-CoA を経由して酢酸に変換し、その際放出される還元カをCODH 経路によ
り二酸化炭素からの酢酸の生成に利用し、最終的にSrnol の酢援を生成するものと考察された。一方D.凶 Igar お
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